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論文内容要旨
研究目的
 成人丁細胞白血病ウイルス(HTLV-1)の転写活性化因子p40`凹(Tax)は宿主細胞側の様々
 な遺伝子の転写を活性化するが,それ自身にDNA結合能はない。そこで,本研究では,Taxが
 間接的に宿主遺伝子に作用すると考え,抗Taxモノクロナール抗体による免疫沈降で,Taxと
 相互作用する細胞側因子の同定を試みた。
研究結果
 Cd2+などの重金属添加により,Taxの発現誘導が可能なJPX-9細胞の総細胞抽出液での抗
 Taxモノクローナル抗体による免疫沈降で,Taxと共沈する3種の分子,p70,p95,p120を認
 めた。HTLV-1感染であるMT-2,TL-Mor,HUT102の総細胞抽出液で免疫沈降した場合
 にも,同様にp120の共沈を認めた。p95はTL-Mor以外では,はっきりと確認できなかった。
 p70はすべての感染細胞で,はっきりとは確認されなかった。そこで,JPX-9,TL-Morの総
 細胞抽出液を抗Taxモノクロナール抗体TAXY-8で免疫沈降し,沈降物を平衡型,および,
 非平衡型二次元電気泳動法により詳細に解析した。両細胞の免疫沈降物中にp120と,p70を認
 めた。この二つの分子を大量精製し,直接,アミノ酸配列決定を試みたが,決定不能であった。
 そこで,精製したp120,p70を,AcromobacterproteaseI,および,trypsinで消化した。
 得られたペプチドのアミノ酸配列を決定したところ,p70は,ポリ(A)RNA結合蛋白(PABP-
 1,PABP-2)のRNA結合領域と高いホモロジーを示し,p120は近年,相次いでクローニング
 された,新たなNF一κB/relファミリー(lyt-10,p97,p100)と高い相同性を示した。以上の
 結果より,p70は,ポリ(A)RNA結合蛋白,p120は,NF-kB/re1ファミリーに属する,新た
 な分子である可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 本論文は,成人丁細胞白血病ウイルス(HTLV-1)の転写活性化因子p40L邸(Tax)と相互
 作用する因子の単離,精製を行ったものである。
 HTLV-1は,そのウイルスゲノム内のpX領域に転写活性化因子Taxをコードする。Taxは,
 ウイルスゲノムの転写活性化のみならず宿主細胞側の種々の増殖関連遺伝子の転写も活性化し,
 これが丁細胞癌化に重要であると考えられている。しかし,TaxにはDNA結合能がないことが
 知られており,Taxはこれらの遺伝子に直接結合する転写因子と相互作用することで各遺伝子の
 転写に影響を与えていると思われた。これまでに本論文提出者らは抗Taxモノクローナル抗体
 を用いた免疫沈降法により,熱ショック蛋白質(HSP60)がTaxと共沈してくることを見いだ
 した。しかし,この分子のみでは転写活性化を説明できない。そこで,新たな共沈分子の検索を
 目指し,本研究では前述の免疫沈降物を平衡型,非平衡型2次元電気泳動法を用いて詳細に解析
 し,その単離を行った。
 抗Taxモノクローナル抗体TAXY-8でHTLV-1感染丁&x産生細胞(TL-Mor,MT-2,
 HUT102),および,Tax遺伝子導入JurkatT細胞(JPX-9)の細胞抽出液を免疫沈降し,沈
 降物を2次元電気泳動法により解析したところ,等電点6.0,分子量120kDa(p120),および,
 等電点7、5,分子量70kDa(p70)の2種類の細胞性因子がTaxと特異的に共沈した。それぞれ
 の分子を大量精製し,リジルエンドペプチターゼ,および,トリプシンにより消化し得られたペ
 プチドフラグメントより分子内アミノ酸配列を決定した。その結果,p120においては6本のペ
 プチドのうち5本のペプチドが転写因子NF-kB2(lyt-io)の一部と同一アミノ酸配列であっ
 たが,残る1本は異なっていた。このことからp120はNF-kB2に非常に類似した新たな転写
 因子であることが示唆された。また,p70においては3本のフラグメントのすべてがポリ(A)
 RNA結合蛋白質(PABP-1,2:Human)のRNA結合ドメインとかなり高い(90%)ホモロジー
 を示したが,同一の配列ではなく,やはり,p70もPABPファミリーの新たな因子であることが
 わかった。
 本研究は,TaxによるNF-kBサイトを介した転写活性化に関わる新たな転写因子を同定し,
 さらに,Taxが転写後調節にも関わっている可能性を示唆するものであり,非常に有意義な成果
 である。従って,本論文を博士号授与に値する研究とみなす。
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